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<57) Sammendrag 

Alkalimetall- eller Jordalkalimetallsalter av N 5 - 
formyl-5 ,6 ,7 ,8-tetrahydrof olsyre oppnas ved at man 
blander 5,6,7,8-tetrahydrofolsyre med minst ett 
opplasningsmiddel og denne blandingen blandes med 
formamid son formyleringsmiddel og oppvarmes til en 
temperatur pa 45' C til 75'C. Etter formyleringen 
fortynnes blandingen med vann og blandes med en 
tilsvarende alkalimetall- eller Jordalkalimetallbase i 
en slik mengde at det oppnas en malt pE-verdl pa 7,5 
til 10,0. Til denne blandingen, som tilsvarer 1 
volumdel, tilsettes 1,5 til 3 volumdeler av minst ett 
polart, med vann blandbart, organlsk opplcs.sningsmiddel . 
Det utfelte alkalimetall- eller Jordalkalimetallsaltet 
av N 5 -formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsyre fraskilles og 
omkrystalliseres fra vann. 
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Foreliggende oppfinnelse vedrarer en regioselektiv formyler- 
ingsfremgangsmate for frems tilling av alkalimetall- eller 
jordalkalimetallsalter av N 5 -formyl-5 ,6 , 7 ,8-tetrahydrofol- 
syre, ogsa. betegnet folinsyre eller leukoforin. 

I forbindelse med foreliggende oppfinnelse forkortes 5,6,7,8- 
tetrahydrofolsyre delvis med betegnelsen THF. 

Den i naturen forekommende N 5 -formyl-TEF er et relevant 
molekyl i metabolismen i levende celler som "C^'-overfarende 
kofaktor i forbindelse med biosyntesen av nukleinsyrer og 
proteinogene aminosyrer. 

N 5 -formyl-THF er biologisk aktiv; egenskapene utnyttes idag 
hovedsakelig innenfor f0lgende tre omrader: 

a) som modulator for enzym-innibitorer ved visse kreft- 
kjemoterapier, f.eks. som modulator for 5-f luorurasil- 
metabolitter ved inhiberingen av thymidilat-syntetase; 

b) som reaktiveringsfaktor ("rescue factor") innenfor 
onkologien etter behandlingen av tumorer med DHFE- 
inhibitorer (dibydrofolatreduktase-inhibitorer , sakalte 
"antifolater" ); 

c) som vitamin ved behandlingen av megaloblastiske anemier og 
generelle mangel tilstander pa reduserte - f olater , f.eks. 
under svangerskapet eller som geriatrisk preparat. 

Utgangsmaterialet THF fremstilles som regel fra folsyre. I 
litteraturen er den katalytiske hydreringen med Pt/Pd og 
hydrogengass beskrevet (J.M. Scott, Meth Enzymol (1989) 66, 
437), pa samme mate som reduksjon med alkaliborbydrider (C. 
Temple et al . , J med Chem (1979) 22, 731) og den trinnvise 
reduksjonen farst med natriumditionitt til dibydrofolsyre , 
deretter med natriumborhydrid til tetrahydrofolsyre (E. 
Kbalifa et al . , Helv Chim Acta (1980) 63, 2554). 
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Kjemiske fremgangsmater for formylering av THF er kjente. 
Formyleringer av THF til N 5 -formyl-THF som hittil er kjent 
finner enten sted ved hjelp av ren maursyre eller ved hjelp 
av maursyreestere. 

Ved noen formyleringsreaksjoner er regioselektiviteten 
utilstrekkelig, slik at det ved siden av det 0nskede N 5 - 
formyl-produktet ogsa dannes et N 10 -f ormyl-produkt og/eller 
et N 5 , N 10 -diformyl-produkt. Disse uanskede produktene 
reduserer utbyttene og vanskeliggjer samtidig rensingen av 
det enskede produktet. Ved andre formyleringsreaksjoner 
dannes riktignok et regioselektivt produkt, imidlertid er 
dette forurenset med kjente biprodukter av ukjent struktur, 
som bare kan fraskilles med dyre og kompliserte rensef rem- 
gangsmater, f.eks. kromatografi fremgangsmater . 

De i noen av de nevnte f remgangsmatene som kondensasjons- 
midler anvendte karbodiimidene er dyre og derfor av kostnads- 
grunner bare anvendbare i laboratoriemalestokk; de er 
dessuten heller ikke lett fraskillbare og krever kompliserte 
opparbeidelses- og isoleringsf remgangsmater . Nar det gj elder 
dette vises det ogsa til f 0 lgende litteraturref eranser : E.G. 
Moran et al . , Analytical Biochemistry 122, 70-78 (1982) og 
P. A. Charlton et al . , J. Chem. Soc. Perkin Trans. I 1985, 
1349-1353. 

Det er en oppgave ved foreliggende oppfinnelse a tilveie- 
bringe en enkel , billig fremgangsmate for regioselektiv 
formylering av 5,6 ,7 ,8-tetrahydrofolsyre til N 5 -formyl- 
5,6,7,8-tetrahydrofolsyre. I tillegg skal produktet oppnas i 
h0yt utbytte og vasre enkelt a isolere og a krystallisere , 
slik at det ikke ma anvendes omstendelige og dyre kromato- 
graf if remgangsmater. 



Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en fremgangsmate for 
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fremstilling av alkalimetall- eller jordalkalimetallsalter av 
N 5 -formyl-5 ,6 ,7 ,8-tetrahydrofolsyre med formel I 



0 CHO 




hvor 

Y betyr to alkalimetallkationer eller ett jordalkalimetall- 
kation, spesielt Ca 2+ eller Mg 2+ , kjennetegnet ved at man 
blander 5 ,6 ,7 ,8-tetrahydrofolsyre med minst ett opplcsnings- 
middel , deretter blandes denne blanding A "med f ormamid som 
formyleringsmiddel , deretter oppvarmes den derved fremstilte 
blanding B til en temperatur pa 45° C til 75'C, fortrinnsvis 
pa 55 'C til 65 °C, spesielt 60' C, deretter avkjosles denne 
blanding B til romtemperatur og blandes med vann, deretter 
tilsettes en tilsvarende alkalimetall- eller jordalkali- 
metallbase, eksempelvis i form av et hydroksyd, karbonat 
eller hydrogenkarbonat , i en slik mengde at det oppnas en 
malt pE-verdi pa 7,5 til 10,0, fortrinnsvis 9,0, deretter 
tilsettes til denne blanding C, som tilsvarer en volumdel , 
1,5 til 3 volumdeler av minst ett polart, med vann blandbart, 
organisk oppltfsningsmiddel Lg , fortrinnsvis etanol eller 
aceton, fortrinnsvis -under omrpring ved en temperatur pi, 0°C 
til 10' C, spesielt i 30 til 90 mimitter, og deretter 
fraskilles det utfelte alkalimetall- eller jordalkalimetall- 
saltet med formel I og omkrystalli seres fra vann. 

Foretrukne utf0relsesformer av oppfinnelsen er definert i 
nnderkravene . 

Formyleringsreaksjonen ifplge oppfinnelsen varer , avbengig av 
den valgte reaksjonstemperaturen, vanligvis 10 til 20 timer. 
Vanligvis overvakes formyleringsreaksj'onen rutinemessig med 
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HPLC. Det er et faktum at med f ormyleringsfremgangsmaten 
if0lge foreliggende oppfinnelse oppnas det anskede produktet 
N 5 -formyl-THF tilnasrmet enhetlig og i meget ren form. 
Produktet utfelles og omkrystal 11 seres pa enkel mate i form 
av et tilsvarende alkalimetall- eller jordalkalimetallsalt. 

Det etterfolgende eksempelet tjener til illustrasjon av 
foreliggende oppfinnelse. 

Eksempel 

45 g 5 ,6 ,7 ,8-tetrahydrofolsyre ble under omraring tilsatt til 
en blanding av 300 ml avgasset formamid og 3 ml merkapto- 
etanol under en nitrogenatmosfaere . Denne blandingen ble 
deretter oppvarmet til en temperatur pa 60° C. Denne formyl- 
eringsreaksjonen ble fulgt med HPLC. Ettef 16 timer kunne 
ingen 5 ,6 ,7 ,8-tetrahydrofolsyre lenger pavises. 

Deretter ble reaksjonsblandingen avkjfllt til romtemperatur 
og fortynnet med 600 ml vann. Ved hjelp av tilsats av en 
vandig 25" $6 kalsiumhydroksydsuspensjon ble pH-verdien 
innstilt pa. en verdi pa 9,0. Til denne til isbadtemperatur 
avkjelte blandingen ble det under omrpring tilsatt 2 liter 
aceton. Den derved fremstilte blandingen ble omr0rt i 90 
minutter. Det utfelte kalsium-N 5 -f ormyl-5 ,6 ,7 ,8-tetrahydrof o- 
latet ble frafiltrert, vasket en gang med aceton og t0rket 
ved en temperatur pa 60* C under redusert trykk. TJtbyttet av 
raprodukt utgjorde 42 g. HPLC-renheten for dette raproduktet 
utgjorde 90 (For HPLC-metodikken se: B.A. Allen, K.A. 

Newman, Journ. of Chromat. (1980) 190 . side 241). Raproduktet 
ble omkrystal lisert fra 160 ml vann. TJtbyttet av htfyrent 
produkt utgjorde 25 g. Pa dette hayrene produktet ble 
f^lgende analytiske data oppnadd: 

H 2 0-innhold ifelge Karl-Fisher: 11,6 % 

\« Q „ = 287 nm (E = 28600) 
max v ' 

UV (E 2 0): X min = 247 nm 

A max /A min = 5,1 
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HPLC-innhold: 100,0 % (relativt til USP- standard ) 
[a]D 25 ° = +17,2° (c=l, E 2 0) 

Elementanalyse (korrigert med hensyn pa ^O-innhold ) : 



"beregnet (#) funnet {%) 

karbon 46,96 47,23 

hydrogen 4,14 4,08 

nitrogen 19,17 19,01' 

kalsium 7,84 7,67 
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Patentkrav 
1. 

Fremgangsmate for fr ems til ling av alkalimetall- eller 
jordalkalimetall Salter av N 5 -formyl-5 , 6 ,7 ,8-tetrahydrof olsyre 
med formel I 




hvori 

Y betyr to alkalimetallkationer eller ett jordalkalimetall- 
kation, spesielt Ca 2+ eller Mg 2+ , 

karakterisert v e d at man blander 5,6,7,8- 
tetrahydrofolsyre med minst ett opplesningsmiddel L]_ , 
deretter blandes denne blanding A med formamid som formyler- 
ingsmiddel , 

deretter oppvarmes den derved fremstilte blanding B til en 
temperatnr pit 45°C til 75'C, fortrinnsvis pa 55°C til 65'C, 
spesielt 60°C, 

deretter avkjales denne blanding B til romtemperatur og 
blandes med vann, 

deretter tilsettes en tilsvarende alkalimetall- eller 
jordalkalimetallbase, eksempelvis i form av et hydroksyd, 
karbonat eller hydrogenkarbonat , i en slik mengde at det 
oppnas en malt pH-verdi pa 7,5 til 10,0, fortrinnsvis 9,0, 
deretter tilsettes til denne blanding C, som tilsvarer en 
volnmdel , 1,5 til 3 volumdeler av minst ett polart, med vann 
blandbart, organisk opplasningsmiddel L 2 , fortrinnsvis etanol 
eller aceton, fortrinnsvis under omraring ved en temperatur 
pa 0°C til 10" C, spesielt i 30 til 90 minutter, og 
deretter fraskilles det utfelte alkalimetall- eller jord- 
alkalimetallsaltet med formel I og omkrystalli seres fra vann. 
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2. 

Fremgangsmate iftzlge krav X, karakterisert 
v e d at man i det minste gjennomferer formyleringsreak- 
sjonen under utelukkelse av oksygen, spesielt under en 
inertgassatmosfaere . 

3. 

Fremgangsmate ifolge et av kravene 1 til 2, karak- 
terisert ved at opplosningsmidlet L 1 er et 
polart, med vann blandbart, organisk oppl0sningsmiddel , 
fortrinnsvis dimetylsulfoksyd , dimetylformamid, formamid, 
dimetylacetamid, N-metyl-pyrrolidon. 

4. 

Fremgangsmate ifalge et av kravene 1 til 3, karak- 
terisert ved at formyleringsreaksjonen gjennom- 
fcsres i narvaer av minst ett antioksydasjonsmiddel , spesielt i 
en mengde pa 1 volum-^, beregnet pa basis av volume t av den 
samlede blandingen, spesielt med en merkaptan, eksempelvis 2- 
merkaptoetanol eller ditiothreitol . 



